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略語 
 
PLC … Phospholipase C  
DAG … Diacylglycerol  
IP3 … Inositol 1, 4, 5-trisphosphate 
PKC … Protein kinase C 
PIP2 … Phosphatidyl inositol 4, 5-bisphosphate 
PH … Pleckstrin-homology  
SH2 … Src-homology 2  
SH3 … Src-homology 3 
RasGEF … Ras-guanine nucleotide exchange factor 
RA … Ras-associating  
PIP3 … Phosphatidyl inositol 3, 4, 5-trissphosphate  
EGFR … Epidermal growth factor receptor (上皮成長因子受容体) 
KO … Knockout (欠損) 
cKO … conditional Knockout (条件付き欠損) 
MAPK … Mitogen-activated protein kinase 
PI3K … Phosphoinositide 3-kinase  
HB-EGF … Heparin-binding EGF-like growth factor 
TGF-a … Transforming growth factor a 
PBS … Phosphate Buffered Saline (リン酸緩衝生理食塩水) 
SDS-PAGE … Sodium dodecyl sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis (ポリアクリル
アミドゲル電気泳動) 
TBS … Tris Buffered Saline (トリス緩衝生理食塩水) 
TTBS … TBS/ 0.05% Tween20 
HRP … Horseradish peroxidese (西洋ワサビ由来ペルオキダーゼ) 
ERK … Extracellular signal-regulated kinase 
STAT3 … Signal transducer and activator of transcription 3 
GAPDH … Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
BSA … Bovine serum albumin (ウシ血清アルブミン) 
DMBA … 7,12-dimethylbenz(a)anthracene 
TPA … 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
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TLR7 … Toll like receptor 7 
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第 1 章 序論 
 
人体最大の組織である皮膚は外界と体内を隔てるバリアとして機能しており、体の内側か
ら皮下組織、真皮、表皮の 3 層構造をとっている (図 1)。皮膚のバリア機能維持には、表皮
の正常な層構造の形成および、皮膚付属器官の一つである皮脂腺からの皮脂分泌が必須であ
る〔1 - 2〕。皮膚の最外層に位置する表皮は主にケラチノサイトと呼ばれる細胞により構成
されており、ケラチノサイトが増殖と分化をバランスよく行うことで表皮は重層構造を構築
する。ケラチノサイトは基底層では増殖を活発に行っているが、基底層を離れると増殖を止
め、分化を始め有棘層、顆粒層へと向かい、最終的に脱核して角質細胞となり、はがれ落ち
る〔3〕。また、ケラチノサイトは分化に伴い、皮膚バリア機能維持に重要な密着結合を形成
する。ケラチノサイトの増殖、分化は様々な細胞内シグナル伝達系により調節されており、
イノシトールリン脂質代謝系もその 1 つである。 
 
  
 
図 1 皮膚の構造 
皮膚は体の内側から順に皮下組織、真皮、表皮に分けられる。皮膚の最外層に位置する表皮
はケラチノサイトの増殖、分化のバランスにより重層構造を構築しており、体表へ向かうに
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伴い、分化し、外界に対するバリアを形成する。また、ケラチノサイトは特殊な様式の分化
を行うことで皮膚付属器官である毛包や皮脂腺を形成する。 
 
また、毛包や皮脂腺などの皮膚付属器官もケラチノサイトが特殊な様式の分化をすること
により形成される〔4〕。皮脂腺の最外層の細胞は増殖状態にあり、皮脂腺内部の細胞は漏斗
部へ向かって分化を始め、皮脂を蓄積して肥大化する (図 2) 〔5〕。分化を始めた皮脂腺細
胞は毛包に存在する漏斗部へ向かって、分化を進めていき、蓄積した皮脂を最終的に表皮上
へ分泌する 〔6〕。分泌された皮脂は皮膚からの水分蒸散を防ぐことで皮膚バリア機能に重
要な水分を維持する機能を持つ。正常な皮脂腺形成にも皮脂腺細胞の増殖と分化のバランス
が重要であり、表皮形成と同様に正常な皮脂腺の形成においてもイノシトールリン脂質代謝
が重要である 〔7〕。 
 
 
 
 
図 2 皮脂腺の構造 
皮脂腺の最外層は細胞が増殖状態にあり、皮脂腺の内部では増殖を止め、分化を始める。分
化した皮脂腺細胞は皮脂を蓄積し始める。分化した皮脂腺細胞は漏斗部へ向かい、漏斗部か
ら皮脂を分泌することで経皮水分蒸散を防ぎ、皮膚の水分量を維持している。 
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イノシトールリン脂質代謝酵素の 1 つであるホスホリパーゼ C (PLC) は細胞膜リン脂質
ホスファチジルイノシトール 4, 5-二リン酸 (PIP2) を加水分解し、セカンドメッセンジャー
のイノシトール 1, 4, 5-三リン酸（IP3）とジアシルグリセロール (DAG) を産生する。産生さ
れた IP3は小胞体からの Ca2+の放出を促し、DAG はプロテインキナーゼ C (PKC) を活性化
させることで様々な細胞応答を引き起こす (図 3)〔8〕。 
 
 
 
図 3 PLC シグナル 
PLC は細胞膜の PIP2 を加水分解することで IP3や DAG を産生する。産生された IP3は小
胞体から Ca2+を放出させ、DAG は PKC を活性化させることでケラチノサイトの分化をは
じめとする様々な細胞応答を引き起こす。 
 
細胞内 Ca2+濃度の上昇や PKC の活性化はケラチノサイトの分化を促進するため〔9 - 11〕、
PLC はケラチノサイトの分化調節に重要な役割を担っていると予測されている。哺乳動物に
おいて PLC は現在までに 13 種類が同定されており、それらは配列相同性と活性化機構に基
づき、b, g, d, e, z, hの 6 つのサブタイプに大別される。PLC はイノシトールリン脂質と結合
する PH ドメイン (z型は除く)、Ca2+結合能を有する EF ハンドモチーフ、酵素活性を司る X, 
Y ドメイン、Ca2+依存性の脂質結合を司る C2 ドメインといった構造を有している〔12〕。
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これらの基礎的なドメイン構造に加え、g型 PLC は Src 相同 (SH) 2、SH3 ドメインを持ち、
e型 PLC は Ras-グアニンヌクレオチド交換（RasGEF）ドメイン、Ras 結合（RA）ドメイン
を持つ等、各アイソザイムに特徴的なドメイン構造を有している (図 4)。これらのサブタイ
プ特異的ドメインは特異的な活性制御機構へ寄与している〔12〕。 
 
 
 
図 4 PLC の構造 
PLC は構造の違いから 6 つのサブタイプに分けられる。その中でも PLCgには、X ドメイン
と Y ドメインの間に細胞膜リン脂質 PIP3と結合する分割された PH ドメインやリン酸化チ
ロシンと結合する SH2 ドメイン、プロリンリッチ領域と結合する SH3 ドメインが存在し
ている。PLCgは EGFR をはじめとした受容体型チロシンキナーゼや PIP3 によって活性化
される。 
 
表皮には PLCd1 や PLCg1 など、複数の PLC アイソザイムが発現している〔13〕。この
うち PLCd1 は Ca2+濃度上昇により活性化される PLC アイソザイムである〔8〕。当研究室
では現在までに PLCd1 KO マウスの作製、解析が行われており、PLCd1 KO マウスでは顕著
な体毛の減少や、皮脂腺の肥大化、表皮バリア機能異常が観察され、PLCd1 が正常な表皮や
皮膚付属器官の分化に必須であることを明らかにしてきた〔7, 14 - 16〕。加えて、世界で最
も罹患率の高い皮膚炎症の乾癬の患者病変部では PLCd1 の発現が低下しており、ケラチノサ
イト特異的に PLCd1 を欠損した (PLCd1 cKO)マウスでは乾癬様の皮膚炎を発症することも
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明らかにしていた〔15 - 16〕。一方でケラチノサイトが主要な役割を担う皮膚炎症の刺激性
接触皮膚炎においてPLCd1 cKOマウスではその病態が抑制されることが判明しており〔17〕、
これらの結果から表皮の恒常性維持に加えて、多くの皮膚炎において PLC シグナルが重要な
働きをしていることも当研究室の解析により明らかにしてきた。 
PLCd1 と同じく表皮に多く発現する PLCg1 は EGFR をはじめとした受容体型チロシンキ
ナーゼにより活性化される PLC アイソザイムである〔8〕。EGFR は PLCg1 以外にも Ras 
/MAPK, PI3K 経路を活性化させるため、多くの細胞において重要な役割を担っている〔18〕。
ケラチノサイト特異的に EGFR を欠損したマウスの皮膚では、毛包形成に異常がみられるこ
とやケラチノサイトの増殖、分化のバランスが乱れ、皮膚バリア機能異常の指標である色素
浸透性の亢進および経皮水分蒸散量の増加がみられることが判明している〔19〕。この重篤
な皮膚バリア機能異常により、ケラチノサイト特異的に EGFR を欠損したマウスは生後 25
日目で 8 割のマウスが致死となり、生後 150 日目では全てのマウスが致死となる。また、創
傷治癒時において EGFR のリガンドの発現が誘導されることや、EGFR のリガンドである
HB-EGF や TGF-aを欠損したマウスでは創傷治癒の速度が低下することが報告されている
〔20 - 21〕。以上の結果から EGFR はケラチノサイトの分化、増殖、遊走を制御するため、
個体表皮におけるEGFRシグナルは表皮の正常な層形成に必須であることが明らかとなって
いた。しかしながら、EGFR シグナルの阻害によって引き起こされる表皮や毛包の形成異常
が EGFR 下流エフェクターの一つである PLCg1 の活性低下によるものであるかは不明であ
った。現在までに培養ケラチノサイトにおいては PLCg1 の機能に着目した先行研究が多数な
されており、PLCg1 の発現抑制は、ケラチノサイトの分化に重要な細胞内 Ca2+濃度上昇の抑
制、分化マーカータンパク質の発現低下、ケラチノサイトの増殖、遊走能の低下を引き起こ
すことが報告されている〔22 - 28〕。これらの培養ケラチノサイトを用いた解析から EGFR
と同様に、PLCg1 もケラチノサイトの分化、増殖、遊走に必須であることが示唆されていた
が〔22 - 28〕、全身的に PLCg1 を欠損したマウスは表皮層形成以前の胎生中期に血管形成異
常により致死となるため 〔29 - 30〕、マウス個体の表皮における PLCg1 の役割については
解析がなされていなかった。そこで、本研究では PLCg1 の欠損による胎生致死を回避するた
めに、ケラチノサイト特異的に PLCg1 を欠損した (PLCg1 cKO)マウスを作製し、個体表皮
における PLCg1 の役割を解明することを目的とした。 
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第 2 章 実験方法 
 
１) PLCg1 cKO マウスの作製 
ケラチノサイト基底層で特異的に発現する K14 遺伝子プロモーター下流で Cre リコンビ
ナーゼを発現するマウスである K14-Cre トランスジェニックマウス (Jackson Laboratory)
と PLCg1 の exon 3, 4, 5 部分を loxP で挟んだマウスである PLCg1 flox/flox マウス〔31〕を
交配させることで PLCg1 cKO マウスを作製した。これらのマウスは特定病原菌未感染環境
下で飼育、維持した。また、遺伝子型はマウス尾から抽出したゲノム DNA を用いて PCR 法
により決定した。まず、マウス尾の先端を採取し、そこに TNES 溶液 (10 mM Tris-HCl, 
pH7.5、400 mM NaCl、100 mM EDTA、0.6% SDS) を 500 µL と Proteinase K  (100 µg/mL , 
Roche)を 2.5 µL 加えて、55℃で一晩反応させた。その後、5M NaCl を 200 µL 加え、混和し
た後、遠心分離 (15,000 rpm、10 分、室温)した。ここから上清を 500 µL とり、100% エタ
ノールを 500 µL 加え、混和した後、遠心分離 (15,000 rpm、10 分、室温)した。上清を取り
除き、沈殿に 70% エタノールを 500 µL 加え、混和した後、遠心分離 (15,000 rpm、5 分、
室温)した。上清を取り除き、風乾させた後、沈殿に TE 溶液（10 mM Tris-HCl, pH8.0、1 
mM EDTA）を 150 µL 加え、溶解した。この操作によって得られたゲノム DNA を鋳型と
し、PCR 法により遺伝子型を決定した。PCR 法には Go Taq Master Mix and Polymerase 
（Promega）を用いた。遺伝子型の同定に使用した反応サイクル、プライマー配列を以下に
示した。 
 
K14-cre （95℃ 30 秒、56℃ 30 秒、72℃ 30 秒）× 35 サイクル 
5’ -CAAATGTTGCTTGTCTGGTG- 3’ 
5’ -GTCAGTCGAGTGCACAGTTT- 3’ 
5’ -TTCCTCAGGAGTGTCTTCGC- 3’ 
5’ -GTCCATGTCCTTCCTGAAGC- 3’ 
PLCg1 flox  (94℃ 15 秒、61℃ 15 秒、72℃ 30 秒) × 33 サイクル 
5’ -GACTTGTGTGGGCATGTCTG- 3’ 
5’ -GCAGTCGGTTCCTTGTGAGT- 3’ 
 
２) 表皮の単離 
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マウスの尾を回収し、骨を取り除いた後、冷 PBS (137 mM NaCl、2.68 mM KCl、10 mM 
Na2HPO4、2 mM KH2PO4)を用いて洗浄した。皮膚を広げながら、表皮側が上になるように
5 mg/mL の DispaseII (Roche) / PBS に浸し、30 分間、37℃でインキュベートした。その後、
ピンセットで表皮と真皮を分離し、表皮を回収した。 
 
３) マウス組織のタンパク質抽出 
マウス組織を 30~40 mg 分、回収し、液体窒素にて凍結した。その後ジルコニアビーズを
入れたチューブに凍結させた組織と Lysis Buffer (0.1% SDS、1% NP-40、0.5% Sodium 
Deoxycholate、150 mM NaCl、50 mM Tris-HCl, pH8.0、1x Protease inhibitor, 1x 
Phosphatase inhibitor (Roche) )を入れ、Tissue Lyser (Qiagen)によって組織片を粉砕した。
遠心分離 (10,000 rpm、5 分、4℃)後、上清を回収し、再度、遠心分離 (15,000 rpm、10 分、
4℃)した。上清を回収し、超遠心分離 (100,000 g、30 分、4℃)後、上清を回収した。その上
清に、最終濃度が 1×となるように 5×SDS サンプルバッファー (0.3 M Tris-HCl, pH6.8、
10% SDS、0.1% Bromophenol Blue、20% Glycerine、5% 2-mercaptoethanol)を加え、100℃
で 5 分間加熱処理することで、ウエスタンブロッティング用サンプルとした。 
 
４) ウエスタンブロッティング 
ウエスタンブロッティング用サンプルを SDS-PAGE で分離し、分離されたタンパク質を
ポリフッ化ビニリデン膜（Millipore）に転写した。10% スキムミルク/ TBS (138 mM NaCl、
50 mM Tris-HCl, pH7.4、27 mM KCl )を用いて 30 分間、37℃でブロッキングし、一次抗体
を Can Get Signal Immunoreaction Solution 1（TOYOBO）にて希釈し、一晩、4℃で反応
させた。翌日、TTBS (138 mM NaCl、50 mM Tris-HCl, pH7.4、27 mM KCl、0.05% Tween 
20 )にて 5 分間 3 回洗浄し、HRP 標識二次抗体（DAKO）を Can Get Signal Immunoreaction 
Solution 2（TOYOBO）で 1/2000 となるように希釈し、40 分間、室温で反応させた。その
後、TTBS にて 5 分間 5 回洗浄し、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（GE 
healthcare）またはイムノスター（Wako）を用いて、化学発光させ、C-Digit (LI-COR 
Biosciences)もしくは LuminoGraph I (ATTO)でシグナルを検出した。また、一次抗体に使
用した抗体は表１の通りである。 
 
５) パラフィン切片の作製 
マウスの皮膚を回収し、4% パラホルムアルデヒド (Nakarai Tesch)/ PBS にて一晩、4℃
で固定した。皮膚中の水分を段階的にエタノールに置換後、パラフィンになじみやすいブタ
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ノールへ段階的に置換した。その後、溶かしたパラフィンワックスⅡ60（Sakura Finetek）
に皮膚片を入れ、一晩、70℃でインキュベートした。翌日、パラフィンワックスⅡ60 に包埋
することでパラフィンブロックとした。作製したパラフィンブロックを Microm HM325
（Thermo Scientific）で 5 µm の厚さに薄切した。これをスライドガラスに貼付した後、一
晩、37℃で乾燥させ、パラフィン切片とした。 
 
６) 免疫組織化学染色 
パラフィン切片をキシレンで 5 分間 3 回、100% エタノールで 10 分間 2 回、95% エタノ
ールで 10 分間 2 回処理することで脱パラフィンし、その後、純水で 5 分間 2 回洗浄した。
その後、10 mM クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH6.0)を用いて 15 分間、約 90℃で賦活化し
た。室温になるまで冷却後、純水で 5 分間 3 回洗浄し、内在性ペルオキシダーゼ活性を抑制
するために、3% H2O2 を用いて 10 分間、室温でインキュベートした。純水で 5 分間 2 回、
TTBS で 5 分間 1 回洗浄し、5% 正常ヤギ血清 (Wako)/ TTBS を用いて 60 分間、室温でブ
ロッキングした。一次抗体をブロッキング溶液で希釈し、一晩、4℃で反応させた。翌日、TTBS
で 5 分間 3 回洗浄した後、HRP 標識二次抗体 (Cell Signaling Technology) を用いて 30 分
間、室温で反応させた。TTBS で 5 分間 3 回洗浄後、 ImmPACT NovaRED Peroxidase 
Substrate (Vector Laboratories)を用いて、シグナルを検出し、95%、100% エタノールおよ
びキシレンにより脱水、透徹処理を行った後、マリノール (MUTO PURE CHEMICALS)を
用いて封入した。オールインワン顕微鏡 BZ-X700 (Keyence)を用いて、作製したサンプルの
観察および写真撮影を行った。また、一次抗体に使用した抗体は表１の通りである。 
 
7) 凍結切片の作製 
マウス皮膚を回収し、OCT コンパウンド（Sakura Finetek）を用いて包埋後、液体窒素に
て凍結し、凍結ブロックとした。作製した凍結ブロックをクリオスター NX70 (Thermo 
Scientific) で 8 µm の厚さに薄切した。これをスライドガラスに貼付した後、室温で一時間
以上乾燥させ、凍結切片とした。 
 
8) ヘマトキシリン-エオジン染色 (H&E 染色) 
パラフィン切片をキシレンで 5 分間 3 回、100% エタノールで 5 分間 3 回、90%、80%、
70%、50% エタノール、純水で 5 分間 1 回ずつ処理することで脱パラフィン、親水処理を行
った。また、凍結切片 (毛包の解析のみ使用)を 4% パラホルムアルデヒド/ PBS にて 10 分
間、室温で固定した。前述のように処理したパラフィンもしくは凍結切片をヘマトキシリン
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溶液 (Wako)で約 2 分間染色し、純水で 5 分間 2 回洗浄した。その後、エオジン溶液 (Wako)
で約 1 分間染色し、70% エタノールで 5 分間 1 回、80%、90% エタノールで 2 分間 1 回ず
つ、100% エタノールで 5 分間 1 回、キシレンで 5 分間 3 回処理することで脱水、透徹処理
し、マリノールを用いて封入した。オールインワン顕微鏡 BZ-X700 を用いて、作製したサン
プルの観察および写真撮影を行った。 
 
９) 免疫蛍光染色 
凍結切片を 4% パラホルムアルデヒド/ PBS (10 分、室温)もしくは 100% メタノール (10
分、−20℃)を用いて固定した。PBS で 5 分間 3 回洗浄し、TNB（100 mM Tris-HCl, pH7.5、
150 mM NaCl、0.5% ブロッキング試薬 （Perkin Elmer））で 30 分間、室温でブロッキン
グした。その後、TNB で希釈した一次抗体を 60 分間、室温で反応させ、PBS で 5 分間 3 回
洗浄した。PBS で 1000 倍に希釈した蛍光標識二次抗体 (Thermo Scientific)を 30 分間、室
温で反応させ、PBS で 5 分間 3 回洗浄後に、SlowFade Antifade Kit （Invitrogen）を用い
て封入した。一次抗体に使用した抗体は表１の通りである。 
また、皮脂腺の染色には脂溶性蛍光色素 LipidTOX Green neutral lipid stain (Thermo 
Scientific)を使用した。具体的には、凍結切片を 4% パラホルムアルデヒド/ PBS にて 10 分
間、室温で固定し、PBS で 5 分間 3 回洗浄後に TNB で 30 分間、室温でブロッキングした。
その後、PBS で Hoechst (Dojindo)を 1000 倍、LipidTOX を 500 倍に希釈し、30 分間、室
温で反応させた。PBS で 5 分間 3 回洗浄後に、SlowFade Antifade Kit を用いて封入した。
オールインワン顕微鏡 BZ-X700 を用いて、作製したサンプルの観察および写真撮影を行っ
た。 
 
１０) in situ トランスグルタミナーゼ活性解析 
凍結切片を 1% BSA/ 0.1 M Tris-HCl, pH8.4 にて 30 分間、室温でブロッキングした。そ
の後、50 µM 蛍光標識 cadaverine (Invitrogen)、5 mM CaCl2/ 0.1 M Tris-HCl, pH8.4 を用
いて 60 分間、室温で反応させ、25 mM EDTA/ PBS にて反応を停止させた。 SlowFade 
Antifade Kit を用いて封入後、オールインワン顕微鏡 BZ-X700 を用いて観察、撮影を行っ
た。 
 
１１) 定量的 RT-PCR 
マウスから採取した表皮もしくは耳介を RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて RNA を抽
出した。具体的には、以下の通りである。まず、回収した組織を RNA later に一晩、4℃で浸
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した。翌日、組織の水気を切った後に液体窒素にて凍結し、ジルコニアビーズを入れたチュ
ーブに凍結させた組織と 300 µL の RLT buffer 、3 µL の 2-mercaptoethanol を加えて、
Tissue Lyser によって組織片を粉砕した。粉砕後の上清を回収し、1.7 µg/mL の Proteinase 
K を 600 µL 加え、10 分間、55℃でインキュベートすることでタンパク質を分解した。その
後、遠心分離 (15,000 rpm、10 分、室温)し、上清を全て QIAshredder に加えた。再度、遠
心分離 (10,000 rpm、4 分、室温)することで組織を細断し、細断後の溶液に 400 µL の 100% 
エタノールを加えた。その後、溶液を RNeasy Mini Spin Columns に加え、遠心分離 (10,000 
rpm、40 秒、室温)した。さらに、RNeasy Mini Spin Columns へ 350 µL の RW1 buffer を
加え、遠心分離 (10,000 rpm、40 秒、室温)することで洗浄した。その後、RNeasy Mini Spin 
Columns へ 100 µL の DNase I solution を加え、20 分間、室温でインキュベートすること
で DNA を分解した。RNeasy Mini Spin Columns へ 350 µL の RW1 buffer を加え、遠心分
離 (10,000 rpm、40 秒、室温)することで洗浄した後、RNeasy Mini Spin Columns へ 500 
µL の RPE buffer を加え、遠心分離 (10,000 rpm、40 秒、室温)を計 2 回行うことで洗浄し
た。最後に RNeasy Mini Spin Columns を新しいチューブへ移し、30 µL の Nuclease free 
water を加え、遠心分離 (10,000 rpm、2 分、4℃)することで RNA を溶出した。この操作
で得られた RNA を ReverTra Ace qPCR RT Kit（TOYOBO）を用いて逆転写反応を行うこ
とで cDNA を作製した。作製した cDNA を鋳型とし、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 
（TOYOBO）により定量的 RT-PCR を行った。遺伝子発現量はハウスキーピング遺伝子
GAPDH の量により標準化した。使用したプライマー配列を以下に示した。 
GAPDH: Forward: 5’-CCATGCCATCACTGCCACCC-3’ 
         Reverse: 5’-TGTCATCATACTTGGCAGGTTTC-3’ 
PLCb3: Forward: 5’-CAGGCCAGCACAGAGACATA-3’ 
         Reverse: 5’-GCATCCAGTGGGTTAGGTGT-3’ 
PLCd1: Forward: 5’-TTGTGGTAGCAGTGCCTGAC-3’ 
         Reverse: 5’-AGGCTGTTCCAGGGGATAGT-3’ 
PLCd3: Forward: 5’-CCTCTCTGGAGCACAAGACC-3’ 
         Reverse: 5’- GCAACCAAACAGCTCCTAGC-3’ 
PLCg2: Forward: 5’-GCCAGTCCTGGAGAGTGAAG-3’ 
         Reverse: 5’-GGAAGAGCTGGTTGTTGAGC-3’ 
IL-1a: Forward: 5’-GCATGGCATTCTTAGGAGGA-3’ 
         Reverse: 5’-CCAAATGCATTGAGTGTGCT-3’ 
IL-1b: Forward: 5’- GGCAGCAGCACATCAACAAGAGC -3’ 
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         Reverse: 5’- TGTCCTCATCCTGGAAGGTCCACG -3’ 
TNFa: Forward: 5’- GACCCTCACACTCAGATCATCTTCT -3’ 
         Reverse: 5’- CCTCCACTTGGTGGTTTGCT -3’ 
IL-6: Forward: 5’- CACAAGTCCGGAGAGGAGAC -3’ 
         Reverse: 5’- CAGAATTGCCATTGCACAAC -3’ 
 
１２) 創傷治癒実験 
除毛クリームを用いて除毛したマウスの背側皮膚に 5-mm 生検用パンチ (Kai 
Industries)にて創傷を施した。創傷面積の長径、短径を DIGITAL CALIPER (AS ONE)を
用いて計測し、創傷面積を(長径) × (短径)により算出した。 
 
１３) 発がん誘導 
剪毛したマウスの背側皮膚に 0.5 mg/mL の DMBA (Sigma-Aldrich)を塗布した。DMBA
塗布 1 週間後に 25 µg/mL の TPA (Sigma-Aldrich)を週 2 回、計 12 週間塗布した。また、
腫瘍の大きさは DIGITAL CALIPER を用いて計測し、(長径) × (短径)2により腫瘍体積を
算出した。 
 
１４) 乾癬誘導 
マウスの右耳に、イミキモドクリーム (持田製薬)を 7 mg 塗布した。イミキモドクリーム
の塗布は毎日、計 4 日間行った。24 時間毎に左右の耳の厚みを dial thickness gauge 
(Peacock)を用いて計測し、耳介浮腫の程度を、イミキモドクリームを塗布した右耳の厚さ
から未処理の左耳の厚さを引くことで算出した。 
 
１５) 刺激性接触皮膚炎誘導 
マウスの右耳に、0.8% Croton oil (Sigma-Aldrich)/ acetone を 20 µL 塗布し、左耳には
acetone を 20 µL 塗布した。誘導 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 時間後のタイミングで左右の耳の厚
みを dial thickness gauge を用いて計測し、耳介浮腫の程度を、Croton oil 処理した右耳の
厚さから acetone 処理した左耳の厚さを引くことで算出した。 
 
１６) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
刺激性接触皮膚炎誘導 6 時間後のマウスの耳介を回収し、Cell Lysis Buffer (R&D 
Systems)にてタンパク質を抽出した。抽出したタンパク質をサンプルとし、Mouse IL-1b/ 
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IL-1F2 Quantikine ELISA kit (R&D Systems)を用いて、刺激性接触皮膚炎病変部における
IL-1bタンパク質量をキットプロトコールに従い、測定した。 
 
１7) フローサイトメトリー 
刺激性接触皮膚炎誘導 24 時間後のマウスの耳介を回収し、5 mg/mL DispaseII/ PBS で 30
分間、37℃で処理することで、真皮と表皮を分離した。真皮を 100 µg/mL Liberase 
(Roche)/RPMI で 105 分間、37℃で処理し、ハサミで真皮を細断した後、0.05% DNaseI 
(Sigma-Aldrich)で 15 分間、37℃で処理した。このようにして得た細胞懸濁液を 70 µm セル
ストレイナーに通すことで、単一細胞に調製した。このサンプルに対し、蛍光標識された白
血球表面抗原マーカー抗体を反応させ、その蛍光を BD Accuri C6 Plus folw cytometer (BD 
Biosciences)により測定した。得られたデータを Flowjo software (Tree Star)を用いて解析し
た。また、一次抗体に使用した抗体は表 1 の通りである。 
 
１８) 細胞培養 
ヒト表皮細胞株 HaCaT（ATCC）は 10 % 非働化ウシ胎児血清 (Biosera)を含有した
high‐glucose Dulbecco's modified Eagle's medium (Wako)中で、37℃、5 % CO2下で培養
された。また、siRNA の導入はリポフェクション法により行った。まず、2×104 個の細胞を
24 well plate へ播種し、その 24 時間後に、Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher 
Scientific)を用いて 12 pmol のネガティブコントロールの siRNA (AllStars Negative 
Control; Qiagen)もしくは 2 種類の PLCg1 に対する siRNA (#1: Hs_PLCG1_1, #2: 
Hs_PLCG1_2; Qiagen)をトランスフェクションした。HaCaT へ siRNA 導入 72 時間後に 10 
µg/mL の TPA で 5 分間刺激した。その後、冷 PBS で洗浄し、Lysis Buffer (0.1% SDS、1% 
NP-40、0.5% Sodium Deoxycholate、150 mM NaCl、50 mM Tris-HCl, pH8.0、1x Protease 
inhibitor, 1x Phosphatase inhibitor)を加えて細胞をかきとり、超音波処理により細胞を破砕
した。遠心分離 (15,000 rpm、10 分、4℃)し、上清回収後に、最終濃度が 1×となるように
5×SDS サンプルバッファーを加え、100℃で 5 分間加熱処理することで、ウエスタンブロッ
ティング用サンプルとした。 
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表 1 使用抗体一覧 
Antibody Application (dilution) Company 
PLCg1 WB (1/1000), IHC (1/100) Cell Signaling Technology  
GAPDH WB (1/1000) Santa Cruz Biotechnology  
Keratin 5 IF (1/100), WB (1/1000) Covance  
Keratin 1 IF (1/1000), WB (1/1000) Covance  
Filaggrin IF (1/200), WB (1/1000) Biolegend  
Loricrin IF (1/100) Biolegend 
b-actin WB (1/5000) Sigma-Aldrich 
Ki67 IF (1/500) Novocastra 
phospho-Akt (S473) WB (1/1000) Cell Signaling Technology  
Akt WB (1/1000) Cell Signaling Technology  
phospho-ERK WB (1/1000) Cell Signaling Technology  
ERK WB (1/1000) Cell Signaling Technology  
phospho-EGFR 
(Y1068) 
WB (1/500) Cell Signaling Technology 
EGFR WB (1/500) Cell Signaling Technology  
CD45 (PE-Cy7) IF (1/50), FACS (1/50) eBioscience  
Gr-1 IF (1/50) BD Biosciences  
Gr-1 (FITC) FACS (1/50) BD Biosciences  
F4/80 IF (1/50) AbD Serotec  
CD11b (PE) FACS (1/50) BD Biosciences  
CD3 IF (1/100) Bio-Rad  
CD3 (FITC) FACS (1/50) Tonbo biosciences  
phospho-STAT3 
(Y705) 
IHC (1/200), WB (1/1000) Cell Signaling Technology 
WB: ウエスタンブロッティング、IHC: 免疫組織化学染色、IF: 免疫蛍光染色、FACS: フロ
ーサイトメトリー 
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第 3 章 結果 
 
1) PLCg1 cKO マウスの作製  
PLCg1 を全身で欠損したマウスは表皮層形成を行う前に、血管形成異常により胎生致死と
なる〔29 - 30〕。そこで、胎生致死を回避するためにケラチノサイト特異的に PLCg1 を欠損
したマウスを作製した。PLCg1 cKO マウスの作製は Cre-loxP 法を用いて行った。表皮基底
層に存在する K14 遺伝子のプロモーターの下流で Cre リコンビナーゼを発現するマウスと
PLCg1 遺伝子の Exon 3,4,5 部分を loxP で挟んだマウスである PLCg1 flox マウス〔31〕を
交配することにより、PLCg1 cKO マウスを作製した。PLCg1 cKO マウスが得られているこ
とは PCR 法により確認した (図 5A)。次に PLCg1 タンパク質がケラチノサイト特異的に欠
損できていることをウエスタンブロッティング、免疫組織化学染色により確認した (図 5B, 
C)。表皮に加えて、真皮、皮下組織を含む全層皮膚を用いた際には PLCg1 cKO マウスにお
いても PLCg1 タンパク質は検出されたが、表皮のみを用いた際には PLCg1 は検出されなか
った。また、脳、肺、脾臓、鼠径リンパ節における PLCg1 の発現は、コントロールマウスと
PLCg1 cKO マウスで目立った違いは見られなかった (図 5B)。さらに PLCg1 に対する免疫
組織化学染色を行ったところ、コントロールマウスでは PLCg1 が表皮に強く発現している様
子が観察されたが、PLCg1 cKO マウスの表皮においてはその発現は観察されなかった  (図 
5C)。以上の結果から PLCg1 cKO マウスではケラチノサイト特異的に PLCg1 が欠損されて
いることが確認できた。 
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図 5 作製したマウスではケラチノサイト特異的に PLCg１が欠損された 
(A) PCR 法による遺伝子型の決定。PLCg1 は loxP に挟まれている場合には 500 bp に、挟
まれていない場合には 200 bp 付近にバンドが検出される (上段)。また、K14-Cre +である
ならば 200, 500 bp に、コントロールであれば 200 bp にバンドが検出される (下段)。 
(B) PLCg1 に対するウエスタンブロッティング。作製したマウス由来の各組織の抽出液を用
いて PLCg1 タンパク質を検出した。GAPDH はローディングコントロールとして使用した。 
(C) 抗 PLCg1 抗体を用いた免疫組織化学染色。黒い線上部が表皮を示す。Scale bar = 20 
µm。 
 
2) ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は正常な表皮形成に必須ではない 
培養ケラチノサイトを用いた解析から、培養細胞レベルにおいて PLCg1 は、ケラチノサ
イトの分化、増殖、遊走を制御することが報告されていた〔22 - 28〕。そこで、個体表皮に
おいて PLCg1 がケラチノサイトの分化、増殖、遊走を制御するかについて検討した。ケラ
チノサイトの分化異常は表皮の厚み、層構造を変化させる。そこで PLCg1 の欠損が表皮の
厚み、層構造に与える影響を調べるために、コントロールマウスおよび PLCg1 cKO マウス
の背側皮膚を用いて H&E 染色を行った。しかしながら、コントロールマウスと PLCg1 
cKO マウスの表皮の厚み、層構造に目立った違いは観察されなかった  (図 6A)。次に表皮
の分化状態を表皮分化マーカータンパク質の Keratin 5, Keratin 1, Filaggrin および
Loricrin に対する抗体を用いて、免疫蛍光染色、ウエスタンブロッティングにより検討した
ところ、各種表皮分化マーカータンパク質の発現および局在は、コントロールマウスと
PLCg1 cKO マウスで目立った違いはなかった  (図 6B, C)。また、in vitro において、
PLCg1 は皮膚の角質化に関与するトランスグルタミナーゼの活性化を誘導することが報告
されていたため〔32〕、コントロールマウスと PLCg1 cKO マウスにおけるトランスグルタ
ミナーゼの活性を検討した。しかしながら、トランスグルタミナーゼ活性は、コントロール
マウスと PLCg1 cKO マウスで目立った違いはみられなかった  (図 6B)。さらに表皮の増
殖状態について細胞増殖マーカーKi67 に対する免疫蛍光染色により検討したところ、表皮
における Ki67+ 細胞の割合は、コントロールマウスと PLCg1 cKO マウスで変化はみられな
かった (図 6D)。PLCg1 のケラチノサイト遊走における役割を調べるために、創傷治癒実
験も行った。その結果、PLCg1 cKO マウスとコントロールマウスで創傷治癒の速度に大き
な違いは見られなかった  (図 6E)。 
以上の結果より、個体における PLCg1 はケラチノサイトの正常な増殖、分化、遊走に必
須ではないことが明らかとなった。 
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図 6 マウス個体において PLCg１は正常な表皮形成に必須ではない 
(A) 作製したマウス (P1, 28)の背側皮膚を用いた H&E 染色。黒い線上部が表皮を示す (上
段)。また、P28 の表皮の厚みを解析ソフト「Image J」を使用し、定量した (下段)。Scale 
bar = 20 µm。個体数はコントロールマウス、PLCg1 cKO マウスともに N = 5。 
(B) 表皮分化マーカータンパク質 (Keratin 5, Keratin 1, Filaggrin, Loricrin)に対する免疫
蛍光染色およびトランスグルタミナーゼ活性解析。 各種表皮分化マーカータンパク質およ
びトランスグルタミナーゼ活性を赤で、核を青で示す。また、白い線上部が表皮を示す。 
Scale bar = 20 µm。 
(C) 各種表皮分化マーカータンパク質 (Keratin 5, Keratin 1, Filaggrin)に対するウエスタ
ンブロッティング。作製したマウスの尾から単離した表皮をサンプルとして使用した。また、
b-actin はローディングコントロールとして用いた。 
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(D) 抗 Ki67 抗体を用いた免疫蛍光染色。 Ki67 を赤で、核を青で示す (左)。また、表皮に
おける Ki67+ 細胞の数の割合を解析ソフト「Image J」を使用し、定量した (右)。Scale bar 
= 20 µm。個体数はコントロールマウス、PLCg1 cKO マウスともに N = 3。 
(E) 創傷したマウスにおける創傷治癒の速度。各日 (Day 0, 1, 2, 3, 6, 9, 10)に測定した創傷
面積から治癒率を算出した。個体数は、コントロールマウス N = 5、PLCg1 cKO マウス N 
= 3。 
 
3) ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は EGFR 下流シグナルの活性や他の PLC
アイソザイムの発現に影響を及ぼさない 
EGFR シグナルは PLCg1 だけでなく、Ras/MAPK と PI3K シグナルを活性化させる
〔18〕。そのため、PLCg1 の欠損がこれらの EGFR 下流シグナルの活性に影響を及ぼす可
能性を考え、EGFR, ERK および PI3K のエフェクターの Akt の活性化 (リン酸化)状態をウ
エスタンブロッティングにより検討した。その結果、ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠
損は EGFR およびその下流シグナルの活性化状態に影響を与えないことが明らかとなった 
(図 7A)。 
PLCg1 のケラチノサイト特異的な欠損はケラチノサイトの分化、増殖、遊走を変化させ
なかったため (図 6)、他の PLC アイソザイムが PLCg1 の欠損を相補している可能性を考
え、PLC アイソザイムの発現を定量的 RT-PCR により調べた。しかしながら、ケラチノサ
イト特異的に PLCg1 を欠損させても、他の PLC アイソザイムである PLCb3, PLCd1, 
PLCd3, PLCg2 の mRNA の発現量には変化がなかった (図 7B)。 
 
 
 
図 7 ケラチノサイト特異的に PLCg1 を欠損しても EGFR 下流シグナルの活性化および
PLC アイソザイムの mRNA の発現に影響を与えない 
(A) EGFR 下流シグナルのタンパク質に対するウエスタンブロッティング。作製したマウス
から単離した表皮をサンプルとして使用した。b-actin はローディングコントロールとして
使用した。 
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(B) PLC アイソザイムの mRNA の発現を調べた定量的 RT-PCR。作製したマウスから単離
した表皮をサンプルとして使用した。PLC アイソザイムの mRNA の発現量は GAPDH で
標準化し、算出した。 個体数はコントロールマウス、PLCg1 cKO マウスともに N = 4。 
 
4) ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は皮膚二段階発がん誘導および乾癬様皮
膚炎誘導に影響を及ぼさない 
PLCg1 は皮膚の腫瘍形成に関与することが報告されていたことから〔33〕、ケラチノサイ
ト特異的な PLCg1 の欠損が皮膚の腫瘍形成に影響を与えるかを検討することにした。
DMBA/ TPA による二段階発がんを誘導したところ、コントロールマウスの 22% (5/23)、
PLCg1 cKO マウスの 27% (3/11)が腫瘍を形成した。形成した腫瘍の体積、個数を解析したと
ころ、コントロールマウスと PLCg1 cKO マウスで目立った違いはみられなかった (図 8)。
そのため、マウス個体において PLCg1 は皮膚の腫瘍形成に関与しないことが示唆された。 
 
 
 
図 8 ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は発がん形成に影響を与えない 
コントロールマウスおよび PLCg1 cKO マウスで形成した腫瘍の体積 (左)と数 (右)。個体
数はコントロールマウス N = 5、PLCg1 cKO マウス N = 3。 
 
次に PLC シグナルが重要であることが判明していた皮膚炎症の乾癬〔15 - 16〕に着目し、
PLCg1 の役割について検討を行った。乾癬は自己免疫疾患の 1 つであり、病態の形成には
Th1, Th17 サイトカインが過剰に産生されることが関与すると考えられている〔34〕。当研
究室では、乾癬患者病変部においてPLCアイソザイムのPLCd1の発現が減少していること、
PLCd1 cKO マウスは乾癬様の皮膚炎を示すことを明らかにしていた〔15 - 16〕。イミキモド 
(IMQ)クリームをマウス耳介へ塗布すると、TLR7 を刺激し、Th1, Th17 サイトカインの発現
を誘導するため、乾癬様の病態を形成する。そのため、マウス耳介へ IMQ クリームを塗布す
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ることで乾癬様の病態を誘導し、耳介浮腫を重症度の指標として評価したところ、PLCg1 
cKO マウスとコントロールマウスで耳介浮腫に大きな差は見られず (図 9)、PLCd1 とは異な
り PLCg1 は乾癬病態の重症化に関与しないことが明らかとなった。 
 
図 9 ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は乾癬病態重症化に関与しない 
IMQ クリーム塗布後の各時間 (0, 24, 48, 72, 96, 120 hr )における耳の厚み。7 mg の IMQ
クリームを 0, 24, 48, 72 hr の計 4 回塗布した。個体数はコントロールマウス N = 6、PLCg1 
cKO マウス N = 5。 
 
5) ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は刺激性接触皮膚炎応答を増強する 
次にケラチノサイトが主要な役割を担う皮膚炎症である刺激性接触皮膚炎におけるPLCg1
の機能について解析を行った。刺激性接触皮膚炎は酸やアルカリなどの化学物質が皮膚に付
着することでケラチノサイトから炎症性サイトカインやケモカインが誘発され、惹起される
急性の皮膚炎である〔35 - 36〕。また、当研究室の解析から PLC アイソザイムの PLCd1 を
欠損したマウスでは刺激性接触皮膚炎様病態が抑制されることが明らかとなっていた〔17〕。
マウスの皮膚に TPA を主成分とする Croton oil (CrO)を塗布することで、ケラチノサイトか
ら炎症性サイトカインやケモカインの発現が誘導され、刺激性接触皮膚炎様の病態を形成す
る。そこで PLCg1 cKO マウスおよびコントロールマウスの耳に CrO を 1 度塗布すること
で、刺激性接触皮膚炎様の病態を誘導し、その際の耳の厚みを経時的に計測することで重症
 24 
度を評価した。その結果、刺激性接触皮膚炎誘導 2, 4, 24 時間後において PLCg1 cKO マウス
における耳介浮腫が亢進していることが明らかとなった (図 10A, B)。刺激性接触皮膚炎の
病変部では、炎症性サイトカインの発現増加および免疫細胞の浸潤が認められる〔36〕。そ
のため、刺激性接触皮膚炎病変部における炎症性サイトカインの発現を検討したところ、
PLCg1 cKO マウスではコントロールマウスと比べて、炎症性サイトカインである IL-1a, IL-
1b, IL-6, TNFaの mRNA 量に加えて、IL-1bのタンパク質量も増加していることが明らかと
なった (図 10C)。一方で、刺激性接触皮膚炎病変部に浸潤する CD45 陽性白血球細胞の数に
ついては PLCg1 cKO マウスとコントロールマウスに大きな差はなかった (図 10D~F)。 
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図 10 ケラチノサイト特異的な PLCg１の欠損は刺激性接触皮膚炎応答を増強させる 
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(A) CrO 塗布後の各時間 (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 hr )における耳の厚み。個体数はコントロ
ールマウス N = 10、PLCg1 cKO マウス N = 6。統計的有意差は Welch’s t-test によって
求めた (**P < .01, *P< .05)。 
(B) CrO 塗布 24 時間後の耳介を用いた H&E 染色。 Scale bar = 50 µm。 
(C) CrO 塗布 6 時間後の耳介を用いて調べた炎症性サイトカインの発現量。IL-1a, IL-1b, 
IL-6, TNFaの mRNA の発現を定量的 RT-PCR 法により調べた。炎症性サイトカインの発
現量は GAPDH により標準化し、算出した。個体数はコントロールマウス、PLCg1 cKO マ
ウスともに N = 3。 また、IL-1b のタンパク質量を ELISA 法により調べた。個体数はコン
トロールマウス、PLCg1 cKO マウスともに N = 15。統計的有意差は Student t-test により
求めた (**P < .01, *P< .05)。 
(D) 抗 CD45 抗体を用いた免疫蛍光染色。 CrO 塗布 24 時間後の耳介をサンプルとして用
いた。また、CD45 を赤で、核を青で示す。Scale bar = 50 µm。 
(E, F) CD45 に対するフローサイトメトリー。CrO 塗布 24 時間後の耳介をサンプルとして
用いた。CD45+ 細胞の割合 (E)と数 (F)を算出した。個体数はコントロールマウス、PLCg1 
cKO マウスともに N = 4。 
 
白血球は好中球、好酸球、好塩基球、リンパ球 (T 細胞、B 細胞)、単球 (マクロファージ)
の 5 つに大別される。そのため PLCg1 cKO マウスの刺激性接触皮膚炎病変部に浸潤する白
血球細胞の種類が変化する可能性を考え、顆粒球マーカーの Gr-1, マクロファージマーカー
の F4/80 と CD11b、T 細胞マーカーCD3 に対する免疫蛍光染色およびフローサイトメトリ
ーにより病変部に存在する免疫細胞の数を調べたが、コントロールマウスと PLCg1 cKO マ
ウスで目立った違いは見られなかった (図 11)。 
以上の結果から個体表皮における PLCg1 の欠損は、病変部に浸潤する免疫細胞の数に影響
を与えずに、刺激性接触皮膚炎応答を増強していることが明らかとなった。 
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図 11 ケラチノサイト特異的に PLCg１を欠損しても CrO 誘導により浸潤する免疫細胞の
数には影響を与えない 
(A) Gr-1, F4/80 に対する免疫蛍光染色。CrO 塗布 24 時間後の耳介をサンプルとして用い
た。また、Gr-1, F4/80 を赤で、核を青で示す。Scale bar = 50 µm。 
(B, C) Gr-1, CD11b に対するフローサイトメトリー。 CrO 塗布 24 時間後の耳介をサンプ
ルとして用いた。Gr-1+ CD11b+ 細胞の割合 (B)と数 (C)を算出した。個体数はコントロー
ルマウス、PLCg1 cKO マウスともに N = 4。 
(D) CD3 に対する免疫蛍光染色。CrO 塗布 24 時間後の耳介をサンプルとして用いた。ま
た、CD3 を赤で、核を青で示す。Scale bar = 50 µm。 
(E, F) CD3 に対するフローサイトメトリー。 CrO 塗布 24 時間後の耳介をサンプルとして
用いた。CD3+ 細胞の割合 (E)と数 (F)を算出した。個体数はコントロールマウス、PLCg1 
cKO マウスともに N = 4。 
 
次に、ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損が引き起こす刺激性接触皮膚炎重症化にはど
のようなシグナルが関与しているかを検討した。PLCg1 cKO マウスにおける刺激性接触皮膚
炎病変部では炎症性サイトカインの発現が増加していたため (図 10C)、PLCg1 の欠損がケ
ラチノサイトにおける炎症性シグナルを活性化させ、炎症性サイトカインの発現を増加させ
る可能性が考えられた。そこで、刺激性接触皮膚炎病変部のケラチノサイトにおける炎症性
シグナルを調べるために、炎症性シグナルと関連の深い STAT3 に着目して解析を行うこと
にした。STAT3 の活性化状態をリン酸化 STAT3 に対する免疫組織化学染色を行い調べたと
ころ、PLCg1 cKO マウスにおける刺激性接触皮膚炎病変部ではリン酸化 STAT3 の量が増加
している様子が観察された (図 12A)。STAT3 は主に IL-6 受容体の下流で活性化 (リン酸化)
を受け、リン酸化 STAT3 が二量体を形成することで核内へ移行し、炎症性シグナル因子の発
現および活性化を促進する〔37〕。PLCg1 cKO マウスにおける刺激性接触皮膚炎病変部でも
IL-6 の発現が亢進しており（図 10C）、ケラチノサイトは IL-6 受容体を発現しているため
〔38〕、PLCg1 cKO マウスの刺激性接触皮膚炎病変部で見られたリン酸化 STAT3 の増加は、
病変部で産生された IL-6 により二次的に引き起こされたものである可能性も考えられる。そ
こでケラチノサイトにおけるリン酸化 STAT3 の増加が CrO 刺激に伴い、細胞自律的に起き
るのかについて検討を行った。表皮細胞株である HaCaT へ CrO の主成分である TPA を処
理し、リン酸化 STAT3 量について解析を行った。リン酸化 STAT3 に対するウエスタンブロ
ッティングを行った結果、PLCg1 を発現抑制により減少させた際には、一つの siRNA を用
いた際にはリン酸化 STAT3 の減少が見られ、別の siRNA を用いた際にはリン酸化 STAT3
の変化は見られなかった (図 12B)。以上の結果より、PLCg1 cKO マウスの刺激性接触皮膚
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炎病変部で観察されるリン酸化 STAT3 の増加は、PLCg1 を欠損したケラチノサイトにおい
て細胞自律的に起きるものではなく、刺激性接触皮膚炎病変部において過剰産生される IL-6
等のサイトカインにより引き起こされたものである可能性が高いと考えられた。 
 
 
 
図 12 PLCg１ cKO マウスの刺激性接触皮膚炎病変部では STAT3 のリン酸化状態が亢進
する 
(A) リン酸化 STAT3 (Y705)に対する免疫組織化学染色。CrO 塗布 6 時間後の耳介をサン
プルとして用いた。また、点線で囲んだ部分を拡大した (下段)。Scale bar = 50 µm。 
(B) TPA 処理した HaCaT を用いた炎症性シグナル (リン酸化 STAT3)に対するウエスタン
ブロッティング。ネガディブコントロール (Scr)もしくは PLCg1 に対する siRNA(#1, 2)を
導入し、その 72 時間後に 10 µg/mL の TPA を 5 分間処理したものをサンプルとして用い
た。 
 
6)  PLCg1 cKO マウスの皮膚では皮脂腺が肥大化する 
PLCg1 cKO マウスはメンデル比に従った割合で誕生し、発育に目立った異常は見られなか
ったが、腹部や後肢の皮膚において体毛の減少が観察された (図 13A)。ケラチノサイトは特
殊な様式の分化をすることで毛包や皮脂腺といった皮膚付属器官を形成することや〔4〕、
PLCd1 cKO マウスでは毛包や皮脂腺の形成に異常が観察されるため〔7, 14〕、ケラチノサ
イト特異的な PLCg1 の欠損が皮膚付属器官である毛包や皮脂腺の形成に影響を与える可能
性が考えられた。そこでまず、毛包における PLCg1 の局在について PLCg1 に対する免疫組
織化学染色により調べたところ、PLCg1 は毛包の最外層に位置する外根鞘に多く発現するこ
とが明らかとなった (図 13B)。次に毛包の構造を H&E 染色により調べたところ、予想に反
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してケラチノサイト特異的に PLCg1 を欠損しても毛包の形態に目立った異常は観察されな
かった (図 13C)。また、PLCg1 cKO マウスで観察される体毛の減少は、毛包数の減少によ
り引き起こされる可能性を考え、皮膚における毛包の数について調べたが、コントロールマ
ウスと PLCg1 cKO マウス間で大きな違いはみられなかった (図 13D)。 
 
 
 
図 13 ケラチノサイト特異的な PLCg１の欠損は体毛の減少を引き起こす 
(A) 4 週齢のマウスの腹側皮膚。 
(B) コントロールマウスの腹部皮膚切片を用いた PLCg1 に対する免疫組織化学染色。また、
染色像の右側には、毛包における PLCg1 (橙)の発現を模式図として示した。 
(C) 腹部皮膚切片を用いた H&E 染色。Scale bar = 50 µm。 
(D) 腹部皮膚における毛包 (HF: hair follicle)の数の割合。解析ソフト「Image J」を使用し、
定量した。個体数はコントロールマウス、PLCg1 cKO マウスともに N = 4。 
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次に、皮脂腺の構造を H&E 染色により調べたところ、PLCg1 cKO マウスにおいて皮脂腺
が肥大化している様子が観察された。さらに脂溶性蛍光色素 LipidTOX を用いて皮脂腺を染
色したところ、コントロールマウスと比べて PLCg1 cKO マウスの皮脂腺が肥大化している
様子が観察された (図 14A)。そこで、真皮における皮脂腺面積の割合について定量したとこ
ろ、PLCg1 cKO マウスの皮脂腺が肥大化していることが明らかとなった (図 14B)。次に、
PLCg1 cKO マウスで引き起こされる皮脂腺の肥大化は、生後どのタイミングから観察される
かについて調べたところ、PLCg1 cKO マウスで引き起こされる皮脂腺の肥大化は生後 4 日
目では観察されず、生後 8 日目から見られることが明らかとなった (図 14B)。そのため、
PLCg1 は皮脂腺の発生段階ではなく、皮脂腺細胞の増殖、分化に伴った皮脂腺の成熟を制御
することが示唆された。皮脂腺の肥大化の原因として、皮脂腺細胞が増殖亢進することで皮
脂腺を形成する細胞の数が増加することや、皮脂腺細胞の分化が亢進することで皮脂腺細胞
1 個の大きさが増加することが考えられる。そこで、皮脂腺について詳細に解析を行ったと
ころ、PLCg1 cKO マウスで観察される皮脂腺の肥大化は、1 つあたりの皮脂腺細胞が大きく
なったことに加え、皮脂腺を構成する皮脂腺細胞の数が増加したことで引き起こされている
ことが明らかとなった (図 14C)。皮脂腺の最外層の細胞は増殖状態にあり、皮脂腺内部の細
胞は増殖を止め、漏斗部へ向かって分化を始める (図 2)〔5 - 6〕。PLCg1 の皮脂腺における
局在について免疫組織化学染色により検討したところ、PLCg1 は細胞増殖が盛んな皮脂腺細
胞に多く発現することが明らかとなり (図 14D)、PLCg1 が皮脂腺細胞の増殖を制御してい
る可能性が考えられた。そこで、皮脂腺における細胞増殖状態を検討したところ、コントロ
ールマウスと比べてPLCg1 cKOマウスではKi67+ 細胞の数が有意に増加していた (図 14E)。
以上の結果より、PLCg1 cKO マウスの皮脂腺は各皮脂腺細胞が肥大化することに加え、皮脂
腺細胞の増殖が亢進することにより大きくなることが示唆された。 
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図 14 ケラチノサイト特異的な PLCg１の欠損は皮脂腺を肥大化させる 
(A) 作製したマウス (P28) 腹部皮膚を用いた H&E 染色 (上段)および LipidTOX を用いた
染色 (下段)。黒もしくは白い線で囲まれた部分は皮脂腺を示す。Scale bar = 50 µm。 
(B) マウス (P4, 8, 28)の真皮中の皮脂腺面積の割合。解析ソフト「Image J」を使用し、定
量した。個体数は、P4: コントロールマウス N = 7、PLCg1 cKO マウス N = 4。P8: コン
トロールマウス N = 10、PLCg1 cKO マウス N = 4。P28: コントロールマウス N = 6、
PLCg1 cKO マウス N = 7。統計的有意差は Welch’s t-test により求めた (**P < .01, 
*P< .05)。 
(C) P28 のマウスの腹部皮膚における皮脂腺を構成する皮脂腺細胞の大きさ (左)と皮脂腺
を構成する細胞の数 (右)。解析ソフト「Image J」を使用し、定量した。P28 のマウスの腹
部皮膚をサンプルとして用いた。個体数はコントロールマウス N = 6、PLCg1 cKO マウス 
N = 7。統計的有意差は Welch’s t-test により求めた (**P < .01, *P< .05)。 
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(D) P28 のマウスの腹部皮膚を用いた PLCg1 に対する免疫組織化学染色。また、染色像の
右側には、皮脂腺における PLCg1 (橙)の発現を模式図として示した。Scale bar = 20 µm。 
(E) P28 のマウス腹部皮膚を用いた Ki67 に対する免疫蛍光染色。白い矢印は Ki67+ 細胞を
示す。また皮脂腺における Ki67+ 細胞の割合を解析ソフト「Image J」を使用し、定量した。
Scale bar = 20 µm。個体数は、コントロールマウス N = 6、PLCg1 cKO マウス N = 3。統
計的有意差は Welch’s t-test により求めた (***P< .001)。 
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第 4 章 考察 
本研究により、マウス個体における PLCg1 は正常な表皮の層形成には必須でないことが明
らかとなった (図 6)。今回の結果は、培養ケラチノサイトを用いた解析の結果〔22 - 28〕と
は異なるが、培養ケラチノサイトを用いた解析においては siRNA により PLCg1 を急性的に
減少させており、相補機構が働かないのに対して、PLCg1 cKO マウスでは慢性的に PLCg1
を欠損しているため、何らかの相補機構が働き、表皮の層形成に異常が見られない可能性が
考えられる。どのような相補機構が寄与しているか具体的には不明であるが、PLCg1 を欠損
したケラチノサイトを用いて PLC の下流で働く PKC の活性化状態を調べたところ、PKC の
活性化状態はコントロールマウスと PLCg1 cKO マウスで目立った違いは見られなかった。
このことから、PLCg1 の欠損による PLC 活性の減弱は、表皮に存在する他の PLC アイソザ
イムにより補われている可能性が考えられる。 
PLCg1 は受容体型チロシンキナーゼの下流で活性化され、ケラチノサイトでは主に EGFR
の下流で活性化する。EGFR およびその下流シグナルは表皮形成に重要であることが示唆さ
れており、EGFR を欠損したマウスでは皮膚バリア機能が破綻する〔19〕。また、EGFR は
がんに多く発現していることから EGFR シグナルを阻害する抗がん剤が多く開発され、患者
に投与されているが、投与された患者では皮膚炎をはじめとした皮膚への重篤な副作用が認
められる〔39 - 40〕。本研究により PLCg1 は正常な表皮形成には必須ではないことが明らか
となったことから、EGFR シグナルを標的とした抗がん剤投与により引き起こされる皮膚へ
の重篤な副作用の発症には PLCg1 の阻害は関与せず、PLCg1 以外の EGFR 下流シグナルの
抑制が皮膚への重篤な副作用を引き起こすことが示唆された。 
毛包は最外層に位置する外根鞘、内根鞘、毛幹の 3 層構造をとっている (図 13B)。外根鞘
では細胞が増殖状態にあり、内根鞘では細胞は増殖を止め、分化を始める〔4〕。PLCg1 と同
様に EGFR は毛包において、外根鞘に多く発現することが明らかとなっており、ケラチノサ
イト特異的 EGFR 欠損マウスでは体毛の減少が観察されるため、EGFR 下流シグナルは正常
な表皮形成に加え、毛包の形成にも必須であることが示唆されていた〔20 - 21〕。実際に、
PLCg1 cKO マウスでは体毛の減少が観察されている。しかしながら、PLCg1 cKO マウスの
毛包の形態には目立った異常はみられておらず (図 13)、体毛減少の詳細な機構については
今後、詳細な解析が必要である。 
ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損により皮脂腺が肥大化する様子が観察され、PLCg1
が正常な皮脂腺の形成に必須であることが本研究により示唆された (図 14)。表皮と皮膚付
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属器官における PLCg1 の役割の違いについては不明であるが、表皮や皮膚付属器官における
PLCg1 の発現量や活性の違いが関与する可能性が考えられる。今後、レーザーマイクロダイ
セクション法などにより、表皮、毛包、皮脂腺それぞれにおける PLCg1 の発現量の定量的な
解析を行うことも重要である。 
本研究では、ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損は各皮脂腺細胞の大きさを肥大化させ
ることに加え、皮脂腺細胞の増殖も亢進することで皮脂腺を肥大化させることを明らかにし
た (図 14)。さらに PLCg1 は増殖状態にある皮脂腺細胞に多く発現していることが明らかと
なったが (図 14D)、PLCg1 が正常な皮脂腺形成を制御する詳細な機構については不明であ
る。皮脂腺の形成には c-Myc が重要な働きをしており、皮脂腺において c-Myc は PLCg1 と
同様、増殖が盛んな基底細胞に強く発現することが報告されている〔5 - 6, 41〕。さらに、タ
モキシフェン誘導性の Cre によりケラチノサイト特異的に c-Myc を過剰発現するトランスジ
ェニックマウスを用いた解析から、低濃度のタモキシフェン処理により c-Myc を軽度に発現
誘導した際には、皮脂腺細胞の分化が促進し、高濃度のタモキシフェン処理により c-Myc を
大幅に発現誘導した際には皮脂腺細胞の増殖が促進することが明らかとなっている〔5〕。そ
のため、皮脂腺において c-Myc は発現量に応じて皮脂腺細胞の増殖と分化の両方を促進する
ことが示唆されていた。PLCg1 の欠損は皮脂腺細胞の肥大と増殖を促進するため、c-Myc の
過剰発現と同様に、PLCg1 の欠損も皮脂腺細胞の増殖、分化の両方を促進するものと考えら
れる。PLC の下流で機能する PKC は活性化することで、c-Myc の発現増加を引き起こすこ
とが報告されていることから〔42〕、PLCg1 は PKC の活性化を介して、c-Myc の発現を誘
導することで、皮脂腺形成を制御している可能性が考えられる (図 15)。今後、培養皮脂腺細
胞を用いた解析により PLCg1 の欠損が PKC の活性化や c-Myc の発現に与える影響の詳細な
検討を行う必要がある。 
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図 15 PLCg１はPKCの活性化を介して c-Myc の発現を調節することで正常な皮脂腺形成
を制御する可能性が考えられる 
PLCg1 は PKC の活性化を促進し、PKC 下流の c-Myc の発現量を調節することで c-Myc の
発現量に応じた皮脂腺細胞の増殖、分化が起き、正常な皮脂腺形成を制御する可能性がある。 
 
本研究により、ケラチノサイト特異的な PLCg1 の欠損が刺激性接触皮膚炎応答を増強する
ことが明らかとなった (図 10)。当研究室では以前に、PLC アイソザイムの PLCd1 に着目し
た解析を行っており、その結果、PLCd1 をケラチノサイト特異的に欠損したマウスでは、刺
激性接触皮膚炎応答が減弱することを明らかにしていた〔17〕。このように PLCg1 と PLCd1
で刺激性接触皮膚炎応答が異なるが、PLCd1 の欠損は免疫抑制性のミエロイド細胞の浸潤増
加を引き起こすことで刺激性接触皮膚炎応答を減弱させているのに対して、PLCg1 の欠損時
には病変部に浸潤する免疫細胞の数はコントロールと比べて違いはなかった (図 10D~F, 11)。
そのため、PLCg1 と PLCd1 は異なる機構で刺激性接触皮膚炎応答の抑制、増加を制御する
可能性が考えられる。PLCg1 が刺激性接触皮膚炎に対して抑制的に機能する詳細な機構は不
明であるが、PLCg1 cKO マウスの刺激性接触皮膚炎病変部において炎症性サイトカインの発
現は増加するものの、浸潤する免疫細胞の数には変化が見られなかったことから(図 10C~F, 
11)、PLCg1 cKO マウスの刺激性接触皮膚炎応答の増強は、免疫細胞の浸潤ではなく免疫細
胞の活性化により引き起こされている可能性が考えられる。 
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本研究では、マウス個体における PLCg1 は表皮層構造形成には必須ではないが、正常な皮
脂腺形成に必須であることを解明し、さらに刺激性接触皮膚炎に対して抑制的に機能するこ
とも明らかにした (図 16)。今後 PLCg1 の欠損による刺激性接触皮膚炎重症化機構を解明す
ることで、刺激性接触皮膚炎の新規治療法開発につながる可能性がある。 
 
 
 
図 16 本研究のまとめ 
マウス個体における PLCg1 は表皮層形成には必須ではないが、正常な皮脂腺形成に必須で
あり、また刺激性接触皮膚炎応答に対して抑制的に機能することが明らかとなった。 
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